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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMI: Akut Myocaridalis Infarctus

beta-hCG: beta human chorionic gonadotropin

cDNA: complementary DNA, komplementer DNS

cff-DNA: cell free fetal DNA, szabad magzati DNS

CH: Cardialis hypertrophia

CM: Cardiomyopathia

CVS: Chorionic Villus Sample, chorionboholy-mintavétel

DCM: Dilatalt cardiomyopathia

EDTA: Ethylenediamine Tetraacetic Acid, etilén-diamin-tetraecetsav

FC: Fold Change, expresszios szintvaltozas

GO: Gene Ontology

hiPSC: human induced Pluripotent Stem Cells, human eredetti indukalt pluripotens éssejtek
HLHS: Hypoplastic Left Heart Syndrome, Hypoplasticus balszivfél szindroma
MI: Myocardialis Infarctus

miRISC: miRNA-induced silencing complex

MRNS: messenger RNS

mMIiRNS: mikroRNS

miRTC: miRNA Reverse Transcription Control

NGS: Next Generation Sequencing, tjgeneracids szekvenalas

PAPP-A: Pregnancy Associated Plasma Protein A

PCR: Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcid

PPC: Positive PCR Control

pre-miRNS: prekurzor miRNS

pri-miRNS: elsédleges (primary) miRNS atirat forma

RISC: RNA-induced silencing complex, RNS-indukalt csendesité komplex
RT-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction, valos idejii polimeraz lancreakciod
SOLID: Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection

TOF: Tetralogy Of Fallot, Fallot tetralogia

TRBP: Tar RNA Binding Protein

VSD: Ventricular Septum Defect, Kamrai sovénydefektus

VSzR: Velesziiletett Szivfejlodési Rendellenesség

3> UTR: 3’ Untranslated Region, 3’ nem transzlal6do régio



1. BEVEZETES

A velesziiletett szivfejlodési rendellenességek a leggyakoribb sziiletési defektusokhoz
tartoznak ¢és vezetd okai a gyermekkori elhaldlozasnak. A rendellenesség sulyossagatol és
sebészeti korrigalhatosagatol nagymértékben fiigg a gyermek varhato élettartama, ezért fontos
a terhesség alatti felismerés. A betegség prenatalis diagnosztikdja magzati echokardiografia
alapjan torténik. A vizsgalat nem tartozik a rutin sziirdmodszerek koz¢é, tovabba
megbizhatdsaga tobb paramétertdl is fligg. Nagy az igény az olyan biomarkerekre, amelyeket
a magzati szivultrahanggal kombinalva ndvelhetd a vizsgalat diagnosztikus értéke.

fgéretes megoldast kindlnak az anyai keringésben fellelheté magzati eredeti szabad
nukleinsavak, melyek egyszeri vérvétellel hozzaférhetdek, tehat vizsgalatuk nem jelent a
magzatra nézve veszélyt. A mikroRNS-ek (miRNS) olyan rovid, fehérjét nem kodoldé RNS
molekulak, melyek fontos szerepet tdltenek be az eukaridta gének poszttranszkipcids
szabalyozasaban. Azok a mMiRNS-ek, amelyek a terhesség ideje alatt expresszalédnak a
placentdban, nagy valosziniséggel kimutathatéak az anyai keringésben. Szamos olyan
talalhat6 kozottiik, amely a részt vesz a szivfejlodés szabalyozasdban, ezaltal dsszefiiggésbe
hozhato a szivfejlodési rendellenességekkel. Az ilyen tulajdonsagokkal rendelkez6 miRNS-ek
vizsgalata 1j lehetdségeket nyit a non-invaziv molekularis magzati diagnosztikaban.

2013 januarja ota végzek tudomanyos didkkoros munkassagot a Semmelweis Egyetem
L.sz. Nogyogyaszati és Sziilészeti Klinikan, témam a mMiRNS-ek vizsgalata szivfejlodési
rendellenességet mutatd magzatok anyai plazma mintaibol. Részletesebben foglalkoztunk a
let-7c MiIRNS-sel, mivel azt feltételeztiik, hogy részt vesz a szivfejlodés szabalyozasaban. Az
elézetesen végzett vizsgalatok eredményeként azt kaptuk, hogy a let-7c miRNS jelentdsen
upregulalodott a beteg magzatot hordozé varandosok plazma mintaiban

A jelen dolgozatban targyalt kutatist a Seconda Universita di Napoli, Facolta de
Medicine e Chirurgia, Napoly orvosi egyetemével kozremiikodve végeztiik el. Az olasz
kutatocsoport a miRNS-ek szivfejlddésben jatszott szerepét részletesen tanulmanyozta,
amellyel kapcsolatban 2014 elején cikkiik is megjelent ,,Cardiomyogenesis is controlled by
the mir-99a/let-7c cluster and epigenetic modifications” cimmel a Stem Cell Research
folyoiratban. A tanulmany megerdsitette a let-7c miRNS szabalyozo szerepét, és indokoltta
tette a tovabbi vizsgalatok elvégzését. Felkerestem a cikk kapcsolattartd szerzdéjét, Dr. Gilda
Cobellis-t, és megbesz¢€ltiik, hogy 2014 nyaran csatlakozom a kutatocsoportjukhoz szakmai
gyakorlat keretében. A kutatas soran széles spektrumi miRNS expresszios vizsgalatokat
végeztiink, és tovabbi potencidlis biomarkereket kerestiink a szivfejlddési rendellenességek

kimutatasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Velesziiletett szivfejlodési rendellenességek

A velesziiletett szivfejlédési rendellenességek (VSzR) olyan anatomiai vagy
funkcionalis eltérések, melyek az embrionalis fejlédés soran alakulnak ki. A leggyakoribb
sziiletési defektusokhoz tartoznak, az élve sziiletések koriilbeliil 1%-aban fordulnak el6 és a
perinatalis elhaldlozasok 40%-at adjak. A betegséggel sujtott ujsziilottek tobb mint felének
kritikus az allapota és legtobbszor sebészeti beavatkozasra van sziikségiik [1].

A VSzR kialakuldasanak pontos mechanizmusa nem ismert, kiilsé tényezdk és
genetikai okok egyarant hozzéajarulhatnak. A kromoszéma rendellenességek, mint példaul a
Down- és Edwards-szindroma, gyakran tarsulnak a sziv hibas fejlédésével [2]. Génmutacid az
esetek 3%-aban fordul eld, szintén tobbnyire valamely szindroma részeként (ugynevezett
»syndromic heart disease”). El6fordulnak dominéns, recessziv ¢és nemhez kotott
oroklédésmenetet mutatod formak is. A korképek egy kisebb hanyada 6nalloan fordul eld, ezek
gyakran monogénes 6roklédést mutatnak (igynevezett ,,non-syndromic heart disease”) [3].

A kiils6 behatdsokra a magzati sziv a fejlédés legintenzivebb szakaszdban, a terhesség
4-6. hete kozott a legérzékenyebb. Ezek kozé tartoznak a virusfertdzések (példaul rubeola), a
teratogén anyagok (példaul alkohol és citosztatikumok), az oxigénhiany (példaul anyai
dohanyzas) illetve az ionizald sugarzas (példaul rontgen).

A fejlédési rendellenességek a sziv kiillonbozd részeit érinthetik és a kis eltérésektdl
(minor anomaéliak) a halalos kimenetelt okozé formakban is jelentkezhetnek (1. Abra). A
defektusok mechanizmusukat tekintve harom nagy kategoriara oszthatok fel: ujsziilottkori
cianozishoz vezetd szivfejlodési rendellenességek, balszivfelet érintd szivhibak és a
szivsOvény (septum) képzddés zavarai [4]. A cianodzissal (kékes borszin, melyet a vér
alacsony oxigénszintje okoz) jard korképek kozé tartozik tobbek kozott a Fallot-tetralogia, a
pulmonaris atresia és a nagy erek transzpozicidja. A masodik csoportba sorolhatd a
hypoplasias balszivfél szindroma, a mitralis és az aorta stenosis. A septum hiany kiterjedhet a

pitvari, a kamrai, illetve a centralis szivsovényre is.

A dolgozatban vizsgélt betegségek:

1. Kamrai septum defektus (VSD, Ventricular Septal Defect): A leggyakoribb szivfejlodési
rendellenesség, a két kamra kozotti sovényen 1€vo folyamatossagi hiannyal jellemezhetd.
2. Hypoplasias balszivfél szindroma (HLHS, Hypoplastic Left Heart Syndrome): Rendkiviil

sulyos, 0Osszetett rendellenesség, mely a balszivfél kiilonbozd részeinek (aorta,



aortabillentyll, mitralis billentyti, bal kamra, bal pitvar) esetenként eltéré mértéki fejlédési
hibgjaval jellemezhetd.

3. Fallot tetralogia (TOF, Tetralogy Of Fallot): Kombinalt szivfejlddési rendellenesség, mely
a kamrai sovényhidny, a megnagyobbodott jobbkamra, az ugynevezett lovaglé aorta

valamint a nagyerek sziikiiletének egyiittes el6fordulasaval jar.

Aorta: TGA (0.2), DORV (0.2),
PTA (0.1), IAA (0.02)

Ductus arteriosus: PDA (0.8)

Mitralis
billentyii: MS (0.2),

Pitvari septum: MA (0.04)

ASD (1)

Aortabillentvii: BAY (14),
Trikuszpidalis AS,AC (0.8),HLHS (0.2)
'billentyii:

Ebstein's (0.1),

TALG Bal kamra:

HLHS (0.2)

Pitvar-kamrai septum:

VSD (4), AVSD (0.3) Kamrai septum: VSD (4)

Jobb kamra: TOF (0.4), HRHS (0.2)

1. Abra. Szivfejlédési rendellenesség felosztasa és gyakorisaguk 1000 élvesziiletésben [4]

A magzati sziv-és érrendszer fejlddése kiillonbozd trankszkripcids faktorok iranyitasa
alatt 4ll (2. Abra), melyek a szignal transzdukciés jelatviteli rendszerek utasitasait a
génexpresszid szabalyozasan keresztiil valositjdk meg [3]. Ha a halézat valamely eleme

karosodik, példaul mutacio altal, szivfejlédési rendellenesség alakulhat ki (1. Tablazat).
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2. Abra. Szivfejlédésben szerepet jatszo transzkripcios faktorok interakcios haldzata [3]



Betegség | Erintett gének

VSD NKX2-5, GATA4, CFC1, IRX4, ZIC3, TDGF1, CITED2, TBX20

ASD NKX2-5, GATA4, GATAG, TBX20, CFC1, CITED2

AVSD NODAL, GATA4, ACVR1, CRELD1, CFC1, LEFTY2

PS ELN, GATA4, ACVR2B, ZIC3, GATA6

TOF Nkx2-5, NODAL, CFC1,FOXH1, GATA4, FOG2,GDF1, HAND2, ALDH1A2, GATAG, TDGF1, JAG1
HLHS NOTCH1, NKX2-5, GJAL, ZIC3

TGA NODAL, FOXH1, CFC1, THRAP2, GDF1, ACVR2B, ZIC3, NKX2-5, MYH6

1. Tablazat. Szivfejlédési rendellenességek és mutaciok

A Kkongenitalis  szivhibak  sulyossagatol és  sebészeti  korrigalhatosagatol
nagymértékben fiigg a gyermek varhato élettartama, ezért nagyon fontos a terhesség alatti
felismerés. Az idejében detektalt defektusok esetében megfeleld felkésziiléssel javithatok a
csecsemokori ellatas koriilményei és bizonyos esetekben adott a korai korrekciés mitétek
lehetdsége [S]. A szivsebészeti beavatkozasoknak koszonhetéen elkeriilhetéek az olyan,
oxigenizacios zavar altal kivaltott masodlagos kdvetkezmények, mint példaul az idegrendszer
karosodéasa. A miitétek sikeressége nagyban fiigg a megfeleld betegkivalasztastol és a sebész

szakképzettségétdl, ez magyardzza a gyakori komplikacidkat és a nagy mortalitast [6].

2.2 Prenatalis diagnosztika
2.2.1 Prenatalis diagnosztikai modszerek

A prenatalis diagnosztikai modszerek segitségével informaciot nyerhetiink az embrio,
illetve a magzat egészségi allapotarol. Nemzetkozi adatok szerint a csecsemdkori
elhalalozdsok 30%-aban velesziiletett rendellenességek jatszanak szerepet [7]. A kiilonb6zd
modszerek segitségével felismerhetdvé valtak olyan magzati rendellenességek, amelyek
méhen beliili, esetleg korai Ujsziilottkori kezelést tesznek sziikségessé. Gyodgyithatatlan
esetekben, a hatdlyos torvényeknek megfeleléen adott a terhesség megszakitasanak lehetdsége
IS, melynek elvégzésérdl a sziilok sajat meggy6zodésiik szerint donthetnek.

A terhesség alatt végzett szlir és diagnosztikai vizsgéalatokat invaziv és non-invaziv
csoportba sorolhatjuk. Az ultrahang-és szérummarker-tesztek segitségével kisziirhetéek azok
a veszélyeztetett varandosok, akiknél az invaziv vizsgalatok elvégzése indokolt. A magzat
genetikai vizsgalatdhoz sziikséges mintavételi moddszerek (chorionboholy-, magzatviz-,
magzati szovet- és koldokzsinorvér-mintavétel) kiilonb6z6 mértéki vetéléskockazattal jarnak.
A magzatviz mintavételt (amniocentézis) a 16-18. terhességi héten végzik, a beavatkozas

szOvOdményeinek aranya 0,5% korili [8]. Az igy nyert mintit elsdsorban citogenetikai




vizsgélathoz alkalmazzak, melynek elvégzése atlagosan két hetet is igénybe vehet. A
chorionboholy-mintavételt (CVS) a 10-12. héten hajtjak végre, 1,5-2%-ban vezethet spontan
vetéléshez [7,8]. Az invaziv eljarasokkal nyert magzati mintakbol kiilonb6z6 laboratoriumi
modszerekkel direkt informaciot nyerhetiink a magzatrol.

Egyre nagyobb az igény olyan diagnosztikai eljarasok kifejlesztésére, melyek
alkalmazasa soran az invaziv vizsgalatok soran felmeriild kockézat kikiiszobolhetd. Igéretes
megoldast kinalnak az anyai keringésben fellelheté magzati eredeti szabad nukleinsavak,
melyek terhesség alatt az dsszes szabad nukleinsav koriilbeliil 5%-at adjak [9]. F6 forrasuk a
méhlepény trophoblastsejtjeinek apoptdzisa, melyek az anyai és magzati felszinek kozotti
érintkezési hatarfeliiletet képezik. Ezek a sejtek a terhesség alatt folyamatos kapcsolatban
allnak az anyai vérrel illetve szovetekkel, genetikai allomdnyuk megegyezik a
magzatéval [9]. A szabad nukleinsavak egyszerii vérvétellel hozzaférhetéek, vizsgalatuk nem
jelent a magzatra nézve veszélyt, ezért non-invazivnak tekintjiik. Az tgynevezett cff-DNS
felhasznalasi lehetOségeit régota vizsgaljdk, olyan esetekben alkalmazhaté prenatalis
diagnosztikai célra, amikor az anya ¢és a magzat genetikai allomanyaban kimutathato
kiilonbség van. Napjainkban mar tobb alkalmazasa is 1étezik: magzati nem (nemhez kotott
betegségek sziirésére) és vércsoport meghatdrozas, apai allél altal meghatirozott orokletes

betegségek és szambeli kromoszdma eltérésék sziirése [10].

2.2.2 A velesziiletett szivfejlodési rendellenességek sziirése

Az altalanos sziilészeti ultrahang-szlirdvizsgalat része a magzati sziv négylireges
sikjanak és kiaramlasi palydinak a vizsgalata. Ezzel a modszerrel a sulyos szivfejlodési
rendellenességek megkozelitben 40%-a detektalhatdo [11]. A sziilészeti ultrahangon koéros
eltérést mutatd, illetve egyéb nagy rizikdju terhességekben indokolt a részletes magzati
echokardiografiai (szivultrahang) vizsgélat elvégzése is. A magzati okok mellett a javallat
alapjat képezheti még csaladi anamnézis (genetikai okok), anyai kortorténet (példaul diabetes
mellitus, fenilketonuria) és kiilonb6z6é teratogén artalmak (példaul drogok, fertézések).
Bizonyos kockazati tényezOk gyakrabban tarsulnak velesziiletett szivhibaval, habar az esetek
dontd részénél nem mutathatd ki semmilyen ismert rizikofaktor. A modszer megbizhatdsaga
tobb paramétertdl fiigg, mint példaul az anyai hasfal vastagsédga, az ultrahang berendezés
mindsége ¢s a gyermekkardiologus szakképzettsége [12]. A vizsgalatot a 18-22. terhesség hét
kozott végzik, amikor a sziv mar elért egy bizonyos érettségi szintet ¢és a terhesség esetleges

terminaldsa még nem {itk6zik jogi korlatokba [13].



Széles kortien elterjedt a nyaki redd vastagsaganak a mérése [14], tovabba
Osszefliggést mutattak ki egyes, a terhesség alatt vizsgalt szérum markerek (beta-hCG és
PAPP-A) ¢és a velesziiletett szivhibak megjelenése kozott [15], de ezek nem elég specifikusak

a betegségre nézve.

2.3 MikroRNS-ek
2.3.1 A mikroRNS-ek altalanos jellemzéi

A mikroRNS-ek (miRNS) rovid 20-24 nukleotid hosszsagu, fehérjét nem kodolod
RNS molekuldk. Fontos szerepet toltenek be az ecukaridta gének expresszidjanak

poszttranszkipcids szabdlyozasdban, hatasukat negativ regulacid révén fejtik ki: az mRNS

crer

A miRNS 5’ vége tartalmazza az mRNS szekvenciaval komplementer, 7 nukleotid
hossziisagu ugynevezett ,,seed” régiot. Egy miRNS-nek tobb szaz kiilonb6z6 célgénje lehet,
illetve egy adott cél-mRNS szamos miRNS-kotéhelyet is tartalmazhat [16]. Becslések szerint
a human genom t6bb mint 1000 miRNS-t kodol, és a fehérje gének koriilbeliil 1/3-a miRNS-
szabalyozas alatt all. A miIRNS-ek expressziés mintazatara tér- és id6beli specificitas
jellemzd. Olyan alapvetd élettani folyamatok finomhangoldsdban vesznek részt, mint a

sejtciklus, a proliferacio, a differenciacio és a sejthalal [17].

A miRNS-eket kodold gének a genom intra- és intergénikus régioiban talalhatoak. A
legtobb esetben a fehérjét kodoldo gének intronikus szakaszain lokalizalodnak, amelyek a
transzkipci6 soran kivagodnak az mRNS eldalakbol. Ezek a miRNS gének a kodolod
exonokokkal azonos, "értelmes" DNS szalon helyezkednek el, és mivel 6nallé6 prométerrel
nem rendelkeznek, ezért "gazda" génnel egyiitt irddnak at. A miRNS-eket kodolod gének
kisebb része 0Onallo transzkipcios egységként milkddik, ezek a genom nem kodold,
intergénikus régidiban talalhatéak. [17]

A miRNS-ek prekurzor alakja az mRNS-ektdl eltéréen kettds szalh, tobblépéses €rési
folyamat soran valnak egyszaliva (3. Abra). Transzkripciéjaban a II-es tipusi RNS polimeraz
vesz részt, amely el0szor egy ugynevezett ,hajtiiprekurzort” hoz 1étre, a primer miRNS-t (pri-
mMIiRNS). A pri-miRNS-t még a sejtmagon beliil egy Ill-as tipusi endoribonukleaz, a
DROSHA ¢és kofaktora, a DGCRS hasitja el. A keletkezd koriilbeliil 70 nukleotid hosszu

intermedier terméket pre-miRNS-nek nevezziink. Ezutan az Exportin-5 és kofaktora, a Ran-



GTP kijuttatja a pre-miRNS-t a sejtmagbdl a citoplazmaba, ahol egy masodik ribonukledz, a
DICER ¢és kofaktora, a TRBP (Tar RNA binding protein) eltavolitja rdla a terminalis hurkot,
egy 20-24 nukleotid hosszasagu kettds szalat eredményezve. A duplex ezutan egy Argonauta
fehérjével kapcsolodik, majd a cél-mRNS-sel komplementer szal (,,guide strand”)
kivalasztodasaval 1étrejon az effektor funkciot ellatd miRISC (miRNA-induced silencing
complex) ribonukleoprotein-komplex. A masik szal (,,passenger strand”) a folyamat soran
kivalik a komplexbdl és degradalodik [18].
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3. Abra. A miRNS-ek érési folyamata és szabalyozasi mechanizmusa [18]

A miRISC komplex specifikusan kotédik az mRNS-hez, majd ennek kovetkeztében
megvaldsul a negativ regulacid. A poszttranszkripcidos géncsendesités ezen formajanak
allatokban és ember két f6 hatasmechanizmusa 1étezik: 1) A miRNS koétddése az mRNS 3’
rendelkezd mRNS kialakulasat okozza; 2) A miRISC komplex a riboszomalis 60S alegység

kapcsolodasanak akadalyozasan keresztiil gatolja a transzlacio iniciacigjat [18].

2.3.2 A mikroRNS-ek szerepe a szivfejlédésben
Az elmult években szamos olyan specifikus miRNS-t azonositottak, melyek részt
vesznek a szivfejlodés folyamatidnak szabalyozasdban. Ezek kozé tartozik a széles korben

tanulmanyozott izomspecifikus miR-1/miR-133 klaszter, melynek tagjai ellentétes hatast
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fejtenek ki a kardiogenezis folyaman: a miR-1 elésegiti az epithelium sejtek szivizomsejtekké
,,myomiR”-0k (miR-208a, miR-208b és miR-499) neviiket az 6ket kodold myosin génekrdl
kaptak. Olyan folyamatok finomhangolasaban vesznek részt, mint a kardidlis remodeling és

cres

konstitutivan expresszaldéddé miR-143 és miR-145 dontd szerepet jatszik a VMSC (Vascular
Smooth Muscle Cell, vaszkularis simaizomsejtek) fenotipusinak modulacidjaban és
vascularisatio (erez6dés, érképzodés) folyamatanak szabalyozasaban [21].

A let-7 miRNS csalad tagjai konstitutivan expresszalodnak a sziv- és érrendszer fobb
sejtjeiben, beleértve a vaszkularis simaizomsejteket, az endothel sejteket és a koszoruér
simaizomsejtjeit [22]. Babiarz és munkatarsai 2012-ben hiPSC (human induced pluripotent
stem cells) eredetli szivizomsejteken transzkiptomikai vizsgalatot végeztek, melynek
eredményéiil azt kaptak, hogy a let-7 miRNS csalad egy fontos csomdpontja a cardiomyocyta
differenciaciot szabalyoz6 miRNS-mRNS halézatnak [23]. A let-7c a 21-es kromoszoma
q21.2 régiojaban helyezkedik el. Coppola ¢és munkatarsai 2013-ban kisérletesen
bebizonyitottak, hogy a let-7¢ részt vesz a cardiomyogenesis szabalyozasaban: célpontja egy
olyan metil-transzeferaz enzim (Ezh2), amely kulcsfontossagt, szivfejlodést szabalyozo
transzkipcios faktorokat csendesit (ezaltal a miRNS serkenti a folyamatot) [24]. A Down-
szindroma, mas néven 21-es triszomia gyakran tarsul szivfejlodési rendellenességgel, ezért
Osszefliggés feltételezheté a let-7c megemelkedett kopiaszama és a szivhibak megjelenése

kozott.

2.3.3 A keringésben fellelhet6 mikroRNS-ek

A human plazmaban fellelhetdé miRNS-ek szintje relative allando és a kiilonb6zo
egyének kozott konzisztens. Stabilitasukat megérzik olyan szélséséges koriilmények kozott is,
mint a tobbszori fagyasztasi-olvasztasi ciklusok, a magas, illetve alacsony pH és a hosszu
tarolasi id6 [25]. Ezen tulajdonsagainak koszonhetéen, a keringd miRNS-ek potencialis
biomarkerként szolgalhatnak kiilonb6z6 korképek kimutatasara.

Azok a miRNS-ek, amelyek a terhesség ideje alatt expresszalodnak a placentaban,
nagy valdsziniiséggel kimutathatoak az anyai keringésben [26]. Szdmos olyan talalhato
kozottik, amely a részt vesz a szivfejlodés folyamatdnak szabalyozéasaban, ezaltal
Osszefliggésbe hozhatd a szivfejlodési rendellenességekkel [27]. Az ilyen tulajdonsagokkal
rendelkezd, magzati eredeti miRNS-ek vizsgdlata 0j lehetdségeket nyit a non-invaziv

molekuléaris magzati diagnosztikaban.
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3. CELKITUZESEK

A kutatas soran célkitizésiink volt a mMiIRNS-ek szivfejlédésben jatszott szerepének
vizsgalata; a szivfejlodési rendellenességgel kapcsolatos miRNS-ek expresszids mintazatanak
elemzése anyai plazmaban; végso soron potencialis miRNS biomarkerek keresése a betegség

kimutatasara.
A feladataim a kovetkezok voltak:

- Irodalomkutatds végzése a szivfejlodési rendellenességekrol és sziiletés elotti
kimutatasi lehetdségeir6l, a miRNS-ek szivfejlddésben jatszott szerepérdl és

biomarkerként val6 felhasznalasarol,

- A vizsgélatban résztvevd varanddsok adatainak (anya sulya, kora, az eddigi €s a jelen
terhességre vonatkoz6 adatok, szérum biomarkerek, magzati echokardiografia és
intrauterin karyotipizalds soran felallitott diagnozis stb.) 0sszesitése;

- Az anyaktol szarmazo periférias vérmintakbol plazma izolalasa centrifugalassal, majd
abbol miRNS extrakcio végrehajtasa a NucleoSpin miRNA Plasma (Machery-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag) felhasznalasaval,

- Az igy kapott mintakban 0ssz-miRNS-koncentraci6 meghatarozasa Nanodrop 1000
spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific Inc., Wilmington, USA) segitségével;

- A magzati echokardiografia, illetve az intrauterin karyotipizalas soran felallitott
diagnozis alapjdn miRNS pool-ok készitése az egyes defektusoknak megfelelden;

- Az ily modon nyert mintdkon miRNS PCR Array analizis elvégzése, a sziv-és
érrendszeri  betegségekre specifikus panel felhasznalasaval (Human Cardiovascular
Disease miRNA PCR Array, Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag);

- Annak megallapitasa, hogy az egyes betegcsoportokban mely miRNS-ek mutatnak
fokozott- vagy csokkent expressziot az életkor szerint illesztett normal csoportokhoz
képest;

- Bioinformatikai adatbdzisok ¢és miRNS-target predikcidés programok segitségével

lehetséges bioldgiai magyardzatok keresése a megfigyelt valtozasokra.
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4. VIZSGALATI ALANYOK ES MODSZEREK
4.1 Vizsgalati alanyok

2013. janudr és 2014. majus kozott periférids vérmintakat gyiijtottiink a Semmelweis
Egyetem L.sz. Sziilészeti ¢és NoOgyogyaszati Klinikan terhesgondozasban résztvevd
varandosoktol. A kutatas elvégzéséhez engedélyt kértlink a Semmelweis Egyetem Etikai
bizottsagatol. A vizsgald orvos szoban €s irasban tajékoztatta a vizsgalat alanyait, akik ezutan
irasbeli beleegyezd nyilatkozatot tettek a vérmintak tovabbi felhasznalasarol.

A vizsgalatban 79 varandods vett részt. A beteg csoportot 41 velesziiletett szivfejlodési
rendellenességet mutatd magzatot hordozd anya alkotta. A diagnodzis feldllitisa magzati
echokardiografia alapjan tortént, az elvetélt magzatok esetében fetopathologiai vizsgalattal
megerdsitették a defektusok jelenlétét. A koros terhességek egy részében magzatviz
mintavételt kovetden citogenetikai vizsgalat is tortént, melynek segitségével kisziirhetéek a
kromoszéma-rendellenességek. 12 esetben igazolddott aneuploida, ezek koziil 3 db 18-as
triszomia (Edwards-szindroma) és 9 db 21-es triszomia (Down-szindroma) volt. A beteg
csoportban az atlag életkor 33+6 év volt, a triszOmias magzatot hordoz6 anyak életkora
magasabb, 37+4 év volt. A kontroll csoportot 38 egészséges magzatot hordozd anya alkotta,
akiknél a rutin sziilészeti ultrahang vizsgalat sordn nem mutatkozott koros eltérés. A kontroll

csoportban az atlag életkor 33+4 év volt.

4.2 Moédszerek

4.2.1 Vérvétel és plazma elvalasztas

Az anyai periférids vérmintdkat zart vérvételi rendszer segitségével vettiik le. A
mintdkat EDTA tartalmu csovekbe gytijtottiik, hogy megakadalyozzuk a véralvadast. Az Ks-
EDTA a Ca** és Mg2+ 1onok megkotése altal fejti ki antikoagulans hatasat, tovabba gatolja az
endogén nukleazok aktivitasat.

A vérmintakbol Eppendorf 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) tipust
centrifuga segitségével elvalasztottuk a plazmat. A mintakat 10 percig 2,500xg-n, majd a
leszivott feliiliszot 10 percig 15,500xg-n centrifugaltuk. Az igy nyert plazmamintakat 1.5ml-
es Eppendorf csdvekben, -80°C-on taroltuk a tovabbi feldolgozésig.

4.2.2 MiRNS extrakcio
A plazmabol miRNS extrakciot végeztiink a NucleoSpin® miRNA Plasma (Machery-
Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag) kit felhasznalasaval, a gyartd leirasanak
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megfelelden. A modszer a hagyomanyos szerves oldoszerekkel torténd izolalast kombinalja a
szilikamembran alapu oszlopos technikaval, igy lehetové valik a kisméretit RNS molekulak
megkotése. A plazmabol szarmazd, membranon megkotott MIRNS mosasi 1épéseket
kovetden centrifugalassal az oszloprdl eltavolithatd, és kozvetleniil hasznalhaté tovabbi
kisérletekben. Az eljaras nagy elénye a hagyomanyos modszerekkel szemben, hogy az

extrakcidé menete, foleg tobb minta esetén, gyorsabb és egyszeriibb.

A Kit tartalma (a gyart6 elnevezése szerint):
- Lysis Buffer MLP: 15 mL
- Protein Precipitation Buffer MPP: 5 mL

- Reaction Buffer for rDNase: 3 mL

- rDNase, RNase-free (lyophilized): 1 iivegcse
- Wash Buffer MW1: 10 mL

- Wash Buffer MW?2 (Concentrate): 20 mL

- RNase-free H,O: 5 mL

- NucleoSpin® miRNA Columns: 50 db

- Collection Tubes (1.5 mL, lid): 50 db

- Collection Tubes (2 mL, lid): 50 db

- Collection Tubes (2 mL): 50 db

Egyéb sziikséges reagensek:
- 96-100 % -os etanol (C,HsOH)
- lzopropanol (C3HgO)

Eldkészités:

1. A Wash Buffer MW2 koncentratumhoz 80 mL ethanolt adunk, majd finoman
Osszekeverjiik. Szobahdmérsékleten (18-25°C) tarolhato.

2. A liofilizalt "RNase-free rDNase"-hoz 3 mL Reaction Buffer for rDNase-t adunk. 1 percig
inkubaljuk szobahémérsékleten, majd finoman Osszerazzuk (nem szabad centrifugalni,
mert az enzim nagyon ¢érzékeny a mechanikai behatasokra). A kovetkezd felhasznalasig

-20°C-on taroljuk.

Az i1zolalas 1épései:

1. Minta elokészitése
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Egy 2 mL-es gyiijtéecsébe 300 ul plazmamintat pipettazunk, hozzaadunk 90 ul denaturald
MLP puffert, 5 masodpercig keverjiik, majd 3 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.
Fehérje kicsapasa

30 ul MPP puffert adunk az elegyhez, 5 masodpercig keverjik, 1 percig
szobahdmérsékleten inkubaljuk, majd 11,000xg-n 3 percig centrifugaljuk.

. Feluiltiszo elvalasztasa

A feliiltszot atvissziik egy ) 2 ml-es gylijtocsobe.

. A nukleinsavak megkotéséhez sziikséges feltételek megteremtése

400 pl izopropanolt adunk a mintahoz, majd 5 masodpercig keverjiik.

. DNS és RNS megkotése

A NucleoSpin® miRNA oszlopot egy 2 mL-es gyiijtécsdbe helyezziik, a mintat az
oszlopra vissziik, 2 percig szobahémérsékleten inkubaljuk, majd 11,000xg-n 30
masodpercig centrifugaljuk. A feliiliszot ledntjikk, majd visszahelyezziik az oszlopot a
csdbe.

DNS emésztése

1. mosas: 700 pl mos6 MW?2 puffert adunk a mintahoz, majd 11,000xg-n 30 masodpercig
centrifugaljuk. Az atszlrt folyadékot ledntjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a csdbe.
2. mosas: 250 pl mos6 MW?2 puffert adunk a mintdhoz, majd 11,000xg-n 2 percig
centrifugaljuk. Az atsziirt folyadékot ledntjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a csdbe.
DNS emésztése: 50 pl rDNazt pipettazunk a membranra, majd 15 percig

szobahdmérsékleten inkubaljuk.

. A szilikamembran mosasa

1. mosas: 100 ul mosé MW1 puffert adunk a mintdhoz, majd 11,000xg-n 30 masodpercig
centrifugaljuk. Az atszlirt folyadékot ledntjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a cs6be.
2. mosas: 700 pl mosé MW2 puffert adunk a mintahoz, majd 11,000xg-n 30 masodpercig
centrifugaljuk. Az atsziirt folyadékot ledntjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a csdbe.
3. mosas: 250 pl mos6 MW?2 puffert adunk a mintdhoz, majd 11,000xg-n 2 percig

centrifugaljuk. Az atszlirt folyadékot ledntjiik, majd visszahelyezziik az oszlopot a cs6be.

. RNS elualasa

A NucleoSpin® miRNA oszlopot egy uj 1,5 mL-es gyiijtécsébe helyezziik, 30 pul RNaz-
mentes vizet pipettdzunk a membranra, 1 percig szobahdémérsékleten inkubaljuk, majd
11,000xg-n 1 percig centrifugaljuk. Az atsziirt folyadékban talalhat6 az oszloprol leoldott
mIRNS, amelyet a tovabbi feldolgozasig -80°C-on tarolunk.
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4.2.3 RNS koncentracio meghatarozas

A kapott mintak 6ssz-miRNS  koncentracigjat Nanodrop 1000 UV-VIS

spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific Inc., Wilmington, USA) segitségével hataroztuk

meg. RNA-40 beallitassal dolgoztunk, és az egyes mérésekhez 1,5 pl mintat hasznaltunk fel.

A nukleinsavak abszorpcidés maximuma 260 nm-es hullamhosszon lathatd, az elnyelés

mértékébdl kiszadmithaté a minta nukleinsav koncentracidja.

korosztaly szerint megkiilonboztetett,

4.2.4 MIRNS pool-ok elkészitése

A kiilonboz6 sziv- és kromoszoma-rendellenességeknek megfeleléen 5 beteg és 2

normal mintdkbol Osszeallitott miRNS pool-t

készitettiink (2. Tablazat). Az egyes mintakbol 2 pl-t kevertlink 6ssze, a pool-ok dssztérfogata

12 pl volt. Amelyik csoportbdl nem allt rendelkezésre 6 db minta, azt RNaz-mentes vizzel

egészitettiik ki a kdvetkez6 modon:

I. 21-es triszomia: 6x2pul miRNS

Il. 18-as triszomia: 3x2ul miRNS + 6ul H,0
III. VSD: 6x2ul miRNS

IV. HLHS: 5x2pul miRNS + 2ul H20

V. TOF: 2x2pul miRNS + 8ul H,0

VI. Normal 30-35: 6x2ul miRNS

VIIL. Normal 36-42: 6x2ul miRNS

Minta Terhesség adatai
Pool | Tipus Szam Echokardiografia Citogenetika RNS koncentracio
1 | beteg 5 | AVSD 21-es triszomia 4,45 ng/pl
1 | beteg 70 | NI 21-es triszomia 2,05 ng/pl
1 | beteg 24 | HLHS 21-es triszomia 5,35 ng/pl
1 | beteg 17 | HLHS 21-es triszomia 8,35 ng/pl
1 | beteg 47 | NI 21-es triszémia 2,20 ng/pl
1 | beteg 46 | NI 21-es triszémia 3,10 ng/pl
2 | beteg 18 | VSD 18-as triszémia 5,85 ng/pl
2 | beteg 65 | NI 18-as triszédmia 2,60 ng/pl
2 | beteg 69 | NI 18-as triszémia 1,75 ng/pl
3 | beteg 1| VSD N 2,45 ng/pl
3 | beteg 10 | VSD N 3,00 ng/pl
3 | beteg 19 | VSD N 5,75 ng/pl
3 | beteg 74 | VSD N 2,65 ng/ul
3 | beteg 23 | VSD N 5,90 ng/pl
3 | beteg 77 | VSD N 4,90 ng/pl
4 | beteg 2 | HLHS N 6,50 ng/pl
4 | beteg 9 | HLHS N 3,60 ng/pl
4 | beteg 13 | HLHS N 2,90 ng/pl
4 | beteg 15 | HLHS N 6,65 ng/ul
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4 | beteg 3 | HLHS N 10,60 ng/pl
5 | beteg 20 | TOF N 4,50 ng/pl
5 | beteg 12 | TOF N 3,50 ng/ul
6 | kontroll 27 | N N 4,10 ng/pl
6 | kontroll 31 | N N 4,00 ng/pl
6 | kontroll 50 | N N 3,60 ng/pl
6 | kontroll 62 | N N 4,10 ng/pl
6 | kontroll 43 | N N 4,85 ng/pl
6 | kontroll 59 | N N 2,65 ng/ul
7 | kontroll 34 | N N 4,45 ng/pl
7 | kontroll 52 | N N 3,35 ng/pl
7 | kontroll 63 | N N 3,65 ng/pl
7 | kontroll 28 | N N 4,25 ng/pl
7 | kontroll 68 | N N 2,00 ng/pl
7 | kontroll 41 | N N 3,40 ng/pl

2.Tablazat. miRNS pool-ok felosztasa és RNS koncentraciok

4.25 MIRNS PCR Array vizsgalat
e A vizsgalat miikodési elve

Az anyai plazma mintdkon MIRNS PCR Array analizist végeztiink, a sziv-és
érrendszeri betegségekre specifikus panel felhasznalasaval: Human Cardiovascular Disease
miRNA PCR Array (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag), kataldogusszam: MIHS-113Z. A
panel 84 mMIRNS expresszidos vizsgalatat teszi lehet6vé, amelyek kiilonb6z6 sziv-és
érrendszeri megbetegedésekben, illetve szivfejlédési folyamatban a normalistdl eltéré modon
fejezédnek ki. Az egyes miRNS-ek meghatarozo szerepét széles spektrumu kardiovaszkularis
betegség modellek, klinikai mintdk ¢€s sejtvonalak felhasznéalasaval, korszeri kisérleti

rendszerekben (microarray, RT-PCR, Gjgeneracios szekvenalas stb.) azonositottak.

A miRNS PCR array felépitése a 4. Abran lathatd. A 12x8 soros plate-en az A-G
sorokban helyezkednek el az értett miRNS specifikus forward primerek (miScript Primer
Assays), a H sorban pedig az adatok normalizalashoz sziikséges probak és egyéb kontrollok:

- Ce (C. elegans miR-39 miScript Primer Assay): szintetikus miRNS kontroll alternativ adat
normalizacidhoz

- SN1-6 (snoRNA/snRNA miScript PCR Controls): az adatok normalizalasahoz hasznalt
kontrollok a relativ kvantifikacié soran (AACt médszer)

- miRTC (miRNA Reverse Transcription Control): A ¢cDNS szintézis hatékonysaganak
mérésére szolgald kontroll

- PPC (Positive PCR Control): A PCR reakcio hatékonysaganak mérésére szolgal6 kontroll
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4. Abra. miScript miRNS PCR Array felépitése, miScript Primer Assay-k

A panelen talalhat6 miRNS-ek koziil csak azokat vettik figyelembe, melyek
kifejezddnek placentdban is, ezaltal a keringésben jelenlévd szabad formajuk egy bizonyos
hanyada feltehetéen magzati eredetli. A szdveti specificitdsra vonatkoz6 adatokat a

szakirodalombél [28-30] és internetes adatbazisok (miRBase: www.mirbase.org, miRDB:

mirdb.org/miRDBY/) felhasznalasaval gytjtottem ki.

A miRNS PCR Array kvantitativ RT-PCR rendszeren alapszik, ami az érett miRNS-ek

specifikus és szenzitiv kimutatasat teszi lehetové.

e A vizsgalat kivitelezése

CDNS szintézis

A szintézist a miScript® Il RT Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszadg) segitségével

végeztiik el, a gyartd leirasanak megfelelden.

A kit tartalma (a gvartd elnevezése szerint):

miScript Reverse Transcriptase Mix: 100 ul

- 5x miScript HiSpec Buffer: 400 pl (érett miRNS detekcidhoz)

- 5x miScript HiFlex Buffer: 400 pl (prekurzor miRNS detekciohoz)
- 10x miScript Nucleics Mix: 200 pl

- RNase-free H20: 1,9 ml
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A cDNS szintézis 1épései:

1. Reverz transzkipcié master mix Osszeallitasa
Osszemérjilk a cDNS szintézishez sziikséges komponenseket az alabbi médon (a
mennyiség egy mintara értenddek):
4 ul 5x miScript HiSpec Buffer
2 pl 10x miScript Nucleics Mix
10 pul RNéaz-mentes viz

2ul miScript Reverse Transcriptase Mix

18 ul Reverz transzkipcié master mix
2. Templat hozzaadasa
A mixhez 2 pl templat miRNS-t adunk, amivel elérjiik a 20ul-es végtérfogatot.

3. Futtatas

A futtatast a Techne TC-412 thermocyclerrel (Bibby Scientific Limited, Stone, UK) hajtjuk
végre: a mintat eldszor 60 percig, 37°C-on, majd 5 percig, 95°C-on inkubaljuk.
4. Higités

A reakcid termékeként kapott mintakat 1:10 aranyban felhigitjuk: 20ul cDNS-hez 200ul
RNaz-mentes vizet adunk, majd finoman Osszekeverjiik. A tovabbi feldolgozasig -20°C-on

taroljuk.

RT-PCR
A PCR reakciok elvégzéséhez miScript® SYBR Green PCR Kitet (Qiagen GmbH,
Hilden, Németorszdag) hasznaltunk a gyartd leirasanak megfeleléen.
A kit tartalma (a gyarté elnevezése szerint):
- 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix: 3x1.7 ml
HotStarTaq® DNA Polymerase
QuantiTect SYBR Green PCR Buffer
dNTP mix
SYBR Green |
ROX™ passive reference dye
5mM MgCl,
- 10x miScript Universal Primer: 1 ml
- RNase-free H,0: 2x2 ml
- 96-well plate containing dried assays
- Optical Thin-Wall 8-Cap Strips (12 per plate)
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A RT-PCR reakcio 1épései:

1. Reakci6 mix Osszeallitasa
Osszemérjiik a RT-PCR elvégzéséhez sziikséges komponenseket az alabbi modon:
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix: 1375ul
10x miScript Universal Primer: 275ul
RNaz-mentes viz: 1000ul
Templat cDNS: 100ul
Végtérfogat: 2750ul
2. PCR mix bemérése a miRNS PCR Array-be
Elékészitjik a miRNS PCR Array-t és a PCR mixb6l 25pul-t pipettazunk a plate minden
lyukéba (8x12).
3. miRNS PCR Array lezarasa

12 db vékonyfalti optikai lemezzel lefedjiik a plate oszlopait (x8), majd 1000xg-on 1
percig centrifugaljuk.

4. Futtatas

A RT-PCR reakciokat BIO-RAD CFX384 tipust berendezéssel (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA) hajtottuk végre, az alabbi beallitasokkal:

Aktivacios 1épés: 15 perc, 95°C

Denaturacié: 15 mp, 94°C

Anellalas: 30 mp, 55°C x40

Extenzi6: 30 mp, 70°C

Kiértékelés

A RT-PCR reakciokat a BIO-RAD CFX Manager® szoftverrel dolgoztuk fel. Az
egyes pool-ok analizise utan készitettiink egy Osszefoglald Excel tablazatot (Microsoft,
Seattle, USA), amiben a miRNS-ekhez tartozo Ct (detekcids ciklus) értékek szerepeltek. A
kapott adatok Osszehasonlitasat a mMIRNS PCR Array kitet szolgaltato cég online kiértékeld
eszkozével végeztiik el (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php). A

triszomids mintdk esetében kontrollként a 36-42 éves normal korosztalyt, az egyéb
szivfejlodési rendellenesség esetében a 30-35 éves korosztalyt allitottuk be kontroll
csoportként. A relativ kvantifikacidhoz az alapbeallitast alkalmaztuk (6sszes referencia RNS-

hez val6 viszonyitas).
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Eredményként megkaptuk, hogy az egyes mintdkban mely miRNS-ek mutatnak
fokozott vagy csokkent expressziot a normal mintdkhoz képest. Ezt sszevetettiik a kiilonbozo
sziv- ¢és érrendszeri megbetegedésekben megfigyelt valtozasokkal, majd ez alapjan

kivalasztottuk jelentésebb miRNS-eket.

4.2.6 Bioinformatikai analizis

A vizsgéalat befejez0 részeként bioinformatikai adatbazisok ¢és miRNS-target
predikcids programok segitségével elemeztiik a kapott eredményeket. Megvizsgaltuk, hogy a
szivtejlodési rendellenességekben ¢és a kardiovaszkularis megbetegedésekben egyarant
aberrans expressziot mutatd miRNS-ek milyen hatdssal birhatnak a szivfejlédés folyamatara.

Az Uniprot internetes adatbazis (http://www.uniprot.org/) felhasznalasaval olyan

fehérje kodold géneket kerestiink, melyek részt vesznek a szivfejlodés szabdlyozdsdban. A
szivfejlodés gén ontologiai (GO) kodja: 0007507. A keresésnél a kovetkezd kritériumokat
adtuk meg: ,,g0_id:0007507 AND organism:"Homo sapiens (Human) [9606]" AND

reviewed:yes”. A Kkapott géneket a miRWalk webszerverrel (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk) vizsgaltuk tovabb, amely tobb mMiRNS-target predikcios

programot kombinal. Mi ezek koziil a Diana-microT, miRanda és Tarbase eszkdzoket
alkalmaztuk, amelyek kiilonféle paramétereket vesznek figyelembe a predikcio kiszamitasanal
(seed régido komplementaritas, konzervaltsag stb.). A miRTarBase adatbazis segitségével

meghataroztuk (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/), hogy a prediktalt miRNS-mRNS

interakciokat validaltak-e valamilyen kisérleti modszerrel (microarray, RT-PCR stb). Az

utols6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a prediktalt target gének koziil volt-e olyan, aminek a

crer

adatbazist alkalmaztuk forrasként (http://homes.esat.kuleuven.be/~bioiuser/chdwiki).

A bioinformatikai analizis alapjan megtudtuk, hogy a PCR Array reakciok alapjan
szignifikdnsnak itélt mMiIRNS-ek milyen szabalyozo szereppel birnak a szivfejlédésben, és
hogy megvaltozott expresszidjuk vezethet-e valamilyen uton velesziiletett szivhiba

kialakulasahoz.
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5. EREDMENYEK
5.1 A miRNS PCR Array eredményei
A miRNS PCR Array eredményeként megkaptuk, hogy az egyes betegcsoportokban
mely miRNS-ek mutatnak fokozott- vagy csokkent expressziot az életkor szerint illesztett
normal csoportokhoz képest. Egy miRNS downregulaltnak tekinthetd, hogyha a kontroll
mintdhoz viszonyitott expresszids szintje (FC: fold change) 0,5 érték alatt van, tehat
koncentracioja legfeljebb fele akkora; upregulaciot abban az esetben allapitunk meg, hogyha
ugyanez az érték meghaladja a 2-t, tehat legalabb kétszer akkora mennyiségben talalhatdo meg

a koros mintakban. A megfigyelt valtozasok Osszesitve a 3. Tablazatban lathatoak.

PCR Array Korkép miRNS pool-ok
miRNA neve MI CH CM DD T21 T18 VSD HLHS TOF >
hsa-let-7a-5p Up 3,78 0,67 1,32 1,26 2,50 -
hsa-let-7b-5p Up Up 2,13 0,31 0,83 1,09 0,98 -
hsa-let-7c-5p Up Up Up 5,65 0,78 1,89 3,23 14,64 Up
hsa-let-7d-5p Up 2,13 0,64 3,54 1,36 1,99 -
hsa-let-7e-5p Up 1,94 0,31 3,67 2,83 15,80 Up
hsa-let-7f-5p Up 1,98 0,38 1,11 0,99 2,47 -
hsa-miR-1 Down Down Down Up 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-100-5p Up 7,77 2,15 0,95 0,78 3,34 Up
hsa-miR-103a-3p Up Up 2,46 1,73 2,15 0,35 1,31 -
hsa-miR-107 Down 0,02 0,01 0,89 0,99 1,13 -
hsa-miR-10b-5p Up 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-122-5p Up 0,67 0,08 1,63 7,57 3,82 -
hsa-miR-124-3p Down 6,45 0,17 0,53 0,61 14,54 -
hsa-miR-125a-5p Down 4,05 0,84 2,26 0,19 1,17 -
hsa-miR-125b-5p Up Down 1,67 0,67 2,14 0,51 1,13 -
hsa-miR-126-3p Down 1,84 0,99 2,26 0,12 0,59 -
hsa-miR-130a-3p Down 1,03 0,56 1,14 0,07 0,30 -
hsa-miR-133a-3p Down Down Up 1,47 0,23 0,35 0,99 7,74 -
hsa-miR-133b Up Down Down 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-140-5p Up Up 1,23 4,49 6,00 0,99 1,04 -
hsa-miR-142-3p Up 7,51 6,90 2,94 0,04 0,92 Up
hsa-miR-143-3p Down Down Up 14,40 24,70 8,25 0,99 2,48 Up
hsa-miR-144-3p Up 12,98 4,43 1,37 0,78 1,14 -
hsa-miR-145-5p Up Up Up 22,92 32,82 7,49 0,11 1,20 Up
hsa-miR-146a-5p Up Up Up 0,83 0,50 4,98 0,21 0,48 Down
hsa-miR-149-5p Down 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-150-5p Down 2,19 2,01 4,48 0,05 0,47 -
hsa-miR-155-5p Down 1,47 0,23 0,72 0,99 4,35 -
hsa-miR-15b-5p Up 2,25 0,72 3,38 0,09 0,49 -
hsa-miR-16-5p Down 5,13 1,73 0,64 0,02 0,36 -
hsa-miR-17-5p Up 3,55 1,24 2,69 0,10 0,82 -
hsa-miR-181a-5p Up 0,78 0,87 1,14 0,46 2,22 -
hsa-miR-181b-5p Down Up 1,44 2,69 6,26 0,49 5,86 Up
hsa-miR-182-5p Reg 2,95 0,56 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-183-5p Down 0,71 0,21 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-185-5p Down 3,18 1,74 1,29 0,18 0,42 -
hsa-miR-18b-5p Up 1,47 0,23 0,35 0,99 2,03 -
hsa-miR-195-5p Down Up Up 9,44 2,44 1,02 0,05 1,02 -
hsa-miR-199a-5p Up 4,00 3,60 3,57 0,66 0,85 Up
hsa-miR-206 Up 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-208a-3p Up Up Up Up 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-208b-3p Up Up Up 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-21-5p Down Up Up Up 1,66 0,61 2,76 0,02 2,10 -
hsa-miR-210-3p Up 1,55 0,98 0,84 0,99 7,95 -
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hsa-miR-214-3p Down Up Up 1,47 0,46 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-22-3p Down 3,75 3,65 2,67 0,05 1,07 Up
hsa-miR-221-3p Up Up 1,80 2,11 6,34 0,28 1,67 -
hsa-miR-222-3p Up Up 1,12 0,78 4,36 0,17 1,02 -
hsa-miR-223-3p Up Up 3,75 0,00 8,60 0,05 0,40 -
hsa-miR-224-5p Up 3,13 0,93 1,99 0,99 1,58 -
hsa-miR-23a-3p Up Up 1,15 1,05 2,96 0,21 0,48 -
hsa-miR-23b-3p Up 2,58 1,24 2,26 0,22 0,28 -
hsa-miR-24-3p Down Up Up 4,28 3,99 5,48 0,15 1,46 Up
hsa-miR-25-3p Up 3,41 0,64 0,96 0,07 0,41 -
hsa-miR-26a-5p Down Up 1,93 0,48 2,20 0,22 0,70 -
hsa-miR-26b-5p Down 2,62 0,62 1,44 0,52 1,76 -
hsa-miR-27a-3p Up Up 2,53 5,57 17,45 0,06 1,76 Up
hsa-miR-27b-3p Up Up 3,81 3,70 4,52 0,24 1,35 Up
hsa-miR-29a-3p Down 7,83 16,41 22,55 0,71 2,83 Up
hsa-miR-29b-3p Down Down 2,43 0,92 2,21 0,18 0,62 -
hsa-miR-29c-3p Down 5,81 8,15 5,41 0,07 0,87 Up
hsa-miR-302a-3p Down 1,47 0,23 0,35 0,99 3,16 -
hsa-miR-302b-3p Down 1,47 0,23 0,35 0,99 0,80 -
hsa-miR-30a-5p Up 1,80 1,11 1,69 0,02 1,38 -
hsa-miR-30c-5p Up 1,57 0,86 1,76 0,06 0,61 -
hsa-miR-30d-5p Up 6,01 1,82 1,28 0,06 3,08 -
hsa-miR-30e-5p Down 1,93 1,36 1,64 0,07 0,71 -
hsa-miR-31-5p Up 1,47 0,23 0,35 0,99 7,47 -
hsa-miR-320a Up 0,71 0,20 0,95 0,46 0,22 Down
hsa-miR-328-3p Up 0,53 0,38 0,53 1,51 14,84 -
hsa-miR-342-3p Up 0,15 0,21 3,15 0,37 5,62 -
hsa-miR-365b-3p Down 6,86 3,96 8,91 0,91 0,74 Up
hsa-miR-378a-3p Down Up 1,10 0,93 2,58 0,13 0,51 -
hsa-miR-423-3p Up 2,49 6,31 3,49 0,14 2,48 Up
hsa-miR-424-5p Up 4,46 6,09 4,39 0,04 0,19 -
hsa-miR-451a Down 6,54 2,31 1,81 0,08 0,54 -
hsa-miR-486-5p Down 1,61 0,25 0,23 0,06 0,19 Down
hsa-miR-494-3p Down 3,94 1,45 0,71 0,99 1,71 -
hsa-miR-499a-5p Up Up 0,01 0,00 0,35 0,99 0,80 Down
hsa-miR-7-5p Down 4,14 0,41 1,17 0,59 2,52 -
hsa-miR-92a-3p Down 2,99 0,60 0,61 0,07 0,60 -
hsa-miR-93-5p Down Up 10,77 5,57 3,59 0,13 0,95 Up
hsa-miR-98-5p Up 1,47 0,13 0,82 1,14 0,80 -
hsa-miR-99a-5p Up 0,52 0,74 1,32 0,99 1,14 -

3. Tablazat: miRNS PCR Array eredményei. Jel6lések: kék: dowregulalt miRNS-ek, piros: upregulalt miRNS-
ek, sziirke: placentdban nem expresszalddé miRNS-ek. MI: Myocardialis infarktus, CH: Cardialis Hypertrophia,
CM: Cardialis Myopathia, DD: Fejlodés&Differenciacio.

A miRNS-eket a koros mintakban mutatott megvaltozott expresszidojuk és a
kardiovaszkularis megbetegedésekben  megfigyelt valtozasok alapjan  kiilonb6zo

szignifikancia-szintl csoportokba soroltuk be:

Upregulalt miRNS-ek:

I. Legalabb 3 betegcsoportban upregulalddott, ebbdl 2 legalabb non-szindromatikus forma;
egy betegcsoportban sem downregulalddott; tovabba a sziv-€s érrendszeri korképekben is

overexpressziot mutat: hsa-let-7c-5p.
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Il.a. Legalabb 3 betegcsoportban upregulalodott, ebbdl 2 legalabb non-szindromatikus forma;
tovabba a sziv-és érrendszeri korképekben is overexpressziot mutat: hsa-let-7e-5p, hsa-miR-
423-3p.

I1.b. Legalabb 3 betegcsoportban upregulalodott; egy betegesoportban sem downregulalodott;
tovabba a sziv-és érrendszeri korképekben is overexpressziot mutat: hsa-miR-100-5p, hsa-
miR-199a-5p.

I1.c. Legalabb 3 betegcsoportban upregulalodott, ebbdl 2 legalabb non-szindromatikus forma;
egy betegcsoportban sem downregulalddott; a sziv-és érrendszeri korképekben véltozatos
expressziot mutat: hsa-miR-143-3p, hsa-miR.29a.

I11. Legalabb 3 betegcsoportban upregulalodott és maximum egy betegcsoportban
downregulalodott: hsa-miR-142-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-22-3p, hsa-
miR-24-3p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-29c-3p, hsa- miR-365b-3p, hsa-miR-
93-5p.

Downregulalt miRNS-ek:

I. Legalabb 3 betegcsoportban downregulalddott, ebbdl 2 legalabb non-szindromatikus forma;
egy betegcsoportban sem upregulalddott; tovabba a sziv-és érrendszeri korképekben is
underexpressziot mutat: hsa-miR-486-5p.

Il. Legalabb 3 betegcsoportban downregulalodott, ebbdél 2 legalabb non-szindromatikus
forma; egy betegcsoportban sem upregulalodott; a sziv-és érrendszeri korképekben valtozatos
expressziot mutat: hsa-miR-320a.

1. Legalabb 3 betegcsoportban downregulalodott és maximum egy betegcsoportban
upregulalodott: hsa-miR-146a.

5.2 A bioinformatikai analizis eredményei

Az Uniprot adatbazisban 407 olyan human eredetl, fehérje kodolo gént talaltunk,
amely a szivfejlddés folyamatahoz kapcsolhatd. A miRNS PCR Array analizis eredményeként
azt kaptuk, hogy a beteg mintdkban ¢és a kardiovaszkuldris korképekben altalanosan
upregulalodott miRNS-ek a let-7c, let-7e, miR-100, miR-199a ¢és miR-423; downregulalodott
mMIRNS a miR-486 volt. Az analizis tovabbi részében ezeket a miRNS-eket elemeztiik.

e hsa-let-7¢c-5p
A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal

kodolt mRNS szekvenciak koziil 98 a hsa-let-7c miRNS lehetséges célpontja (legalabb egy
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predikcidés program altal megjosolt interakcidé alapjan). 44-et ezek kozil mind a harom
felhasznalt predikcidos program potencidlis célpontként hatarozott meg (Mellékletek
1.Tablazat). A 44 talalat koziil 4-et validaltak kisérleti modszerekkel: DICER1 (Western blot
[31]), TGFBR1 (Western blot, reporter assay, RT-PCR [32]), NOTCH2 (NGS [33], 8. Abra)
és TAZ (NGS [33]); 6 gén mutaciodja szivfejlodési rendellenességhez vezetett: ACVR2B (non-
szindromikus VSzR [34]), CHD7 (CHARGE szindréoma [35]), HAND2 (non-szindromikus
VSZR [36]), NOTCH2 (Alagille szindroma [37]), SH3PXD2B (Frank-Ter Haar szindréma
[38]) és TBX5 (Holt-Oram szindréma [39]).
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8. Abra. hsa-let-7c - NOTCH2 interakci6 (forras: miRTarbase)

e hsa-let-7e-5p

A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal
kodolt mRNS szekvenciak koziil 119 a hsa-let-7e miRNS lehetséges célpontja (legalabb egy
predikcids program altal megjosolt interakcid alapjan). 46-ot ezek koziil mind a harom
felhasznalt predikcidos program potencidlis célpontként hatirozott meg (Mellékletek
2.Tablazat). A 46 talalat koziil 2-t validaltak kisérleti modszerekkel: CHD7 (NGS [33]) és
PAX3 (NGS [33]). 5 gén mutacioja szivfejlodési rendellenességhez vezetett: ACVR2B (non-
szindromikus VSzR [34]), CHD7 (CHARGE szindroma [35]), HAND2 (non-szindromikus
VSzR [36]), NOTCH2 (Alagille szindroma [37]) és SH3PXD2B (Frank-Ter Haar szindréma

[38]).

e hsa-miR-423-3p
A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal

kodolt mRNS szekvenciak koziil 60 a hsa-miR-423-3p miRNS lehetséges célpontja (legalabb
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egy predikcids program altal megjosolt interakcid alapjan). 12-t ezek koziil mind a hadrom
felhasznalt predikcidos program potencidlis célpontként hatdrozott meg (Mellékletek
3.Téablazat). A 12 talalat koziil egyet sem validaltak kisérleti modszerekkel, és csupan 1 gén

mutacidja vezetett szivfejlédési rendellenességhez: ACVR2B (non-szindromikus VSzR [34]).

e hsa-miR-100
A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal
kodolt mRNS szekvenciak koziil 21 a hsa-miR-100 miRNS lehetséges célpontja (legalabb egy
predikcios program altal megjosolt interakcio alapjan). Ezek koziil a NEBL gént mind a
harom felhasznalt predikciés program potencialis célpontként hatarozta meg. A mMiRNS-
mRNS interakciét nem validaltak kisérletes eszkozokkel, és nem hoztak Osszefiiggésbe

szivfejloédési rendellenességgel

e hsa-miR-199a-5p

A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal
kodolt mRNS szekvencidk koziill 164 a hsa-miR-199a-5p miRNS lehetséges célpontja
(legalabb egy predikcids program altal megjosolt interakcid alapjan). 45-6t ezek koziil mind a
harom felhasznalt predikcios program potencialis célpontként hatarozott meg (Mellékletek
4.Tablazat). A 45 talalat koziil 2-t validaltak kisérleti modszerekkel: ERBB2 (Western blot
[40]) és HIF1A (Riporter assay, Western blot, RT-PCR [41]). 5 gén mutacioja szivfejlédési
rendellenességhez vezetett: ACVR2B (non-szindromikus VSzR [34]), JAG1l (Alagille
szindroma [42]), PTPN11 (Nooan szindroma [43]), NOTCH2 (Alagille szindroma [37]) és
STRAG6 (PDAC szindroma [44]).

e hsa-miR-486-5p

A miRWalk webszerver alkalmazasaval azt az eredményt kaptuk, hogy a 407 gén altal
kodolt mRNS szekvenciak koziil 107 a hsa-mir-486-5p miRNS lehetséges célpontja (legalabb
egy predikcids program altal megjosolt interakcid alapjan). 40-et ezek koziil mind a harom
felhasznalt predikcidés program potencialis célpontként hatarozott meg (Mellékletek
5.Téablazat). A 40 talalat koziil egyet sem validaltak kisérleti modszerekkel. 4 gén mutacidja
szivfejlédési rendellenességhez vezetett: ACVR2B (non-szindromikus VSzR [34]), FBN1
(Marfan szindroma [45]), NF1 (Neurofibromatosis [46]) és NOTCH2 (Alagille szindroma

[37]).
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6. ERTEKELES

A human keringésben fellelhet6 szabad miRNS-ek szintje relative allando, kiilonb6z6
egyének kozott konzisztens és stabilitasukat szélsoséges koriilmények kozott is megorzik.
Ezen tulajdonsigainak koszonhetéen, a keringd miRNS-ek potencialis biomarkerként
szolgalhatnak kiilonb6z6 korképek kimutatasara. Szamos olyan miRNS ismert, melyeknek a
megvaltozott expresszidja sziv- és érrendszeri betegségek jelenlétére utal. Példaul a miR-1
plazmaban mért koncentracidja szignifikdnsan emelkedik akut myocardialis infarctus (AMI)
esetében [47]; artéria-koronaria betegségben (CAD) pedig a miR-126 és miR-17~92a miRNS-
ek szintjének 1ényeges csokkenését figyelték meg [48].

Azok a miRNS-e¢k, amelyek a terhesség ideje alatt expresszalodnak a placentaban,
nagy valoszinliséggel kimutathatoak az anyai keringésben. Szamos olyan talalhato kozottiik,
amely részt vesz a szivfejlédés folyamatanak szabalyozasaban, ezaltal dsszefiiggésbe hozhato
a szivfejlédési rendellenességekkel. Az ilyen sajatossag, magzati eredetii miRNS-ek
vizsgalata 0j lehetéségeket nyit a non-invaziv molekularis magzati diagnosztikdban. Egy kinai
kutatocsoport SOLiD szekvenalas segitségével miRNS expresszids vizsgalatot végzett, olyan
18-22 terhességi hétben 1évd varandosok szérum mintdiban, akiknek magzatat szivfejlodési
rendellenességgel diagnosztizaltak (ASD, VSD vagy TOF). Eredményeik szerint a hsa-miR-
19b, hsa-miR-22, hsa-miR-29c ¢és hsa-miR-375 miRNS-ek szignifikansak upregulaltak voltak
a beteg magzatot hordozo terhes ndk keringésében [49]. Li és munkatarsai VSD-vel
diagnosztizalt gyermekektdl gyiijtottek periférids vérmintat, majd microarray és RT-PCR
vizsgalatokat végeztek [50]. 7 downregulalt és 1 upregulalt miRNS-t azonositottak, melyek a
jobb kamra fejlodésért felelés géneket szabalyoznak. Mindazonaltal, a VSD a szivfejlodés
folyaman alakul ki, ezért lehetséges, hogy a gyerekek esetében megfigyelt valtozasok a
betegség kovetkezményei és nem pedig kivalto okai.

A miRNS PCR Array eredményeként megkaptuk, hogy az egyes betegcsoportokban
mely miRNS-ek mutatnak fokozott- vagy csokkent expressziot az életkor szerint illesztett
normdl csoportokhoz képest. Ezt 0Osszevetettik a kiilonb6z0 sziv- és érrendszeri
megbetegedésekben megfigyelt valtozasokkal, majd ez alapjan kivalasztottuk jelentdsebb
mMiRNS-eket: altalanosan upregulalédott miRNS-ek a let-7c, let-7e, miR-100, miR-199a és
miR-423; downregulalodott miRNS a miR-486 volt.

A magzati sziv-€s érrendszer fejlédése kiilonbozo trankszkripcios faktorok iranyitasa
alatt all, melyek bonyolult szabalyozasi halozatot alkotnak Ha a rendszer valamely eleme

karosodik, gyakran alakul ki szivfejlddési rendellenesség. Az altalunk szignifikdnsank itélt
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MIRNS-ek a halozat tobb tagjat is szabalyozhatjak: a let-7c és let-7e miRNS-ek prediktalt
célgénjei kozott szerepelnek tobbek kozott a FOXP1, HAND2 és TBX5 transzkipcids
faktorok, melyek nélkiilozhetetlenek a sziv normal fejlédéséhez. A miR-199a miRNS gatolja
az érképzodési folyamatokat, validalt célpontjai a HIF1A és ERBB gének. Tobb daganatos
megbetegedésben is kimutattak angiogenezis gatld hatasat [40]. A miR-423 fokozott
expresszigjat figyelték meg szivelégtelenséggel stjtott betegek keringésében [51]. Prediktalt
targetjei kozott tobb novekedési faktor receptor is szerepel (PDGFRB ¢és FGFR2), ezaltal
overexpresszidja gatolhatja a fejlédési folyamatokat is. A miR-486 mind a harom, altalunk
vizsgalt szivfejlodési rendellenességben (VSD, HLHS, TOF) csokkent expressziot mutatott.
Small ¢és munkatarsai leirtak, hogy a miR-486 hianyaban szuppresszalodik a PI3K-Akt
predikalt célpontja a PTEN gén, ami ezt az Gitvonalat negativan szabalyozzs.

Az elézetes RT-PCR és a miRNS PCR Array analizis eredményeként is azt kaptuk,
hogy a let-7c miRNS jelent6sen upregulalodott a beteg gyermeket hordozo varandosok
plazma mintaiban. A let-7 miRNS csalad tagjai (13 db miRNS, koztiik a let-7¢) konstitutivan
expresszalodnak a sziv- ¢és érrendszer fobb sejtjeiben, beleértve a vaszkularis
simaizomsejteket, az endothel sejteket ¢és a koszortiér simaizomsejtjeit [22]. Koros
koncentracioban kardiovaszkularis megbetegedésekhez vezethetnek, a let-7b az AMI [53], a
let-7i a DCM egy lehetséges biomarkere [54]. Babiarz és munkatarsai 2012-ben hiPSC
(human induced pluripotent stem cells) eredetli szivizomsejteken végeztek mRNS éS miRNS
transzkiptomikai vizsgalatot. végeztek. A kapott expresszids profilokat biostatisztikai
modszerekkel elemezték ki, és azt kaptak, hogy a let-7 miRNS csalad egy fontos csomopontja
a cardiomyocyta differenciaciot szabalyozé miRNS-mRNS halozatnak [23]. Gu és munkatarai
leirtak, hogy a let-7 csalad tagjai fokozottan expresszalddnak a méhlepényben [30], ezért
feltehetéen megtalalhatoak az anyai keringésben is.
helyezkedik el. Expressziojat feltehetbéen a gén promotere szabalyozza. Coppola és
munkatarsai 2013-ban kisérletesen bebizonyitottak, hogy a let-7c részt vesz a
cardiomyogenesis szabalyozasaban: célpontja egy olyan metil-transzferaz enzim (Ezh2),
amely kulcsfontossagu, a szivfejlodésben szerepet jatszo transzkripcids faktorokat csendesit
(ezaltal a miRNS serkenti a folyamatot) [24]. Thum és munkatarsai azt talaltak, hogy a let-7¢
expressziés mintazata nagy hasonlosagot mutat kronikus szivelégtelenségben és magzati
szivben. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a betegség a fetdlis gén program reaktivaciojaval

jellemezhetd, és ezt a valtozast vélhetéen miRNS-ek (koztiik a let-7¢) idézik el [55].
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Az altalunk végzett bioinformatikai analizis szerint a NOTCH2 gén a let-7c miRNS
fontos célpontja és a gén csendesitése szivfejlodési rendellenességhez vezethet: a gént a
felhasznalt predikciés programok a hsa-let-7¢ potencialis célpontjaként hataroztak meg;
Kisérletesen validaltdk a MIRNS-mRNS interakciot; tovabba a gén mutacidja szivhiba
kialakulasdhoz vezetett. A NOTCH2 fontos szerepet jatszik a veldcsd eredetii vaszkularis
palyajanak megfeleld kifejlodéséhez [56]. Az Alagille szindroma egy szivfejlodési
rendellenességgel jellemezhetd komplex, domindnsan 0roklédd korkép. A betegség
kialakulasanak oka a Notch szignalizacidés utvonal diszfunkcidja, melyért az esetek egy
részében a NOTCH2 gén mutacidja teheté feleléssé [37]. Mindezek alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a let-7c miRNS a velesziiletett szivfejlodési rendellenesség potencialis

biomarkere, és a kozeljovoben alkalmazhaté lehet a betegség kiszlirésére.
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7. OSSZEFOGLALAS

A velesziiletett szivfejlodési  rendellenességek a  leggyakoribb  fejlodési
rendellenességek kozé tartoznak. Stlyossaguktol és korrigalhatosdguktdl nagyban fiigg a
gyermek varhato élettartama, ezért fontos a terhesség alatti korai felismerés. Egyre nagyobb
az igény olyan biomarkerekre, amelyek segitségével megbizhatéan kimutathatd a betegség.
fgéretes megoldast kinalnak az anyai keringésben fellelheté magzati eredetli miRNS-ek,

A kutatas soran célkitlizésiink volt a szivfejlédési rendellenességgel kapcsolatos
MIRNS-ek expressziés mintazatanak elemzése anyai plazmaban; végsé soron potencialis
miRNS biomarkerek keresése a betegség kimutatasara.

A vizsgalatok elvégzéséhez 38 egészséges, valamint 39, ultrahang vizsgalat soran
igazolt szivhibas magzatot viseld varanddstdl gyljtottiink periférids vérmintat. A koéros
terhességek kozott intrauterin karyotipizalassal 12 db magzati aneuploidat igazoltunk. A
vérmintakat lecentrifugaltuk, majd a plazmabol miRNS extrakciot végeztiink. A mintak 6ssz-
készitettiink: 1. 21-es triszomia, II. 18-as triszomia, III. VSD, IV. HLHS, V. TOF, VI.
Normal 30-35, VII. Normal 36-42. Az igy kapott mintdkon miRNS PCR Array analizist
végeztiink, a sziv-és érrendszeri betegségekre specifikus panel felhaszndlasaval. A panel 84
miRNS vizsgalatat teszi lehetdve, ezek koziil csak a placentdban is jelenlévieket vettiik
figyelembe. A triszomids mintakat 36-42 éves, az egyéb szivfejlddési rendellenességeket a
30-35 éves normal korosztallyal hasonlitottuk dssze. Bioinformatikai adatbazisok és miRNS-
target predikcids programok segitségével elemeztiik a kapott eredményeket.

A beteg mintakban és a kardiovaszkularsi korképekben altalanosan upregulalodott
miRNS-ek a let-7c, let-7e, miR-100, miR-199a és miR-423; downregulalodott miIRNS a miR-
486 volt. A miRNS PCR Array analizis eredményeként és az eldzetes vizsgalatok
elvégzésekor is azt kaptuk, hogy a hsa-let-7c miRNS jelentdsen upregulalt a beteg magzatot
hordoz6 varandoésok plazma mintdiban. A bioinformatikai analizis alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a NOTCH2 gén a hsa-let-7c miRNS fontos célpontja és a gén
csendesitése szivfejlodési rendellenességhez vezethet.

Kutatdsunk eredményeként tobb potencidlis biomarkert taldltunk, amelyek a
késébbiekben alkalmazhatdak lehetnek a velesziiletett szivfejlodési rendellenességek korai
kimutatasara. Tovabbi célkitlizésiink a markerek validdlasa RT-PCR moddszerrel és a

kiilonboz6 szivhibak kialakulasi mechanizmusanak pontos feltérképezése.
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